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    㢟┠: Analysis of inducers and suppressors controlling cell lysis in S. pombe ura4 deletion strains 
㸦ศ⿣㓝ẕura4◚ቯᰴࡢ⣽⬊⁐ゎࢆไᚚࡍࡿಁ㐍ཬࡧᢚᅽᅉᏊࡢゎᯒ㸧 


ศ⿣㓝ẕࡣ⏕≀ࡢᇶᮏ࣓࢝ࢽࢬ࣒ࢆ◊✲ࡍࡿୖ࡛ᵝࠎ࡞฼Ⅼࡀ࠶ࡾࠊඃࢀࡓ┿
᰾⏕≀ࡢࣔࢹࣝ⏕≀࡜ࡋ࡚◊✲ࡉࢀ࡚ࡁ࡚࠸ࡿࠋ 
 ⚾ࡢᡤᒓࡍࡿ◊✲ᐊ࡟࠾࠸࡚ศ⿣㓝ẕࡢ ura4㑇ఏᏊ◚ቯᰴࡀ๻ⓗ࡞⣽⬊⁐ゎ
ࢆㄏᑟࡍࡿࡇ࡜ࡀⓎぢࡉࢀࡓࠋࡑࡇ࡛ࠊ⚾ࡣ ura4㑇ఏᏊ◚ቯᰴࡢ⣽⬊⁐ゎࡢヲ
⣽࡞௙⤌ࡳࢆ᫂ࡽ࠿࡟ࡍࡿࡓࡵࡢ◊✲ࢆ⾜ࡗࡓࠋUra4ࢱࣥࣃࢡ㉁ࡣ de novo UMP
ྜᡂ⤒㊰࡟࠾࠸࡚ OMPࢆ⬺Ⅳ㓟ࡋ UMPࢆྜᡂࡍࡿࡇ࡜ࡀ▱ࡽࢀ࡚࠸ࡿࠋᐇ㝿
࡟ࠊura4㑇ఏᏊࡢ◚ቯ࡟ࡼࡾ཯ᛂࡢ๓㥑య࡛࠶ࡿ OMPࡀ⵳✚ࡍࡿࡇ࡜ࢆ᫂ࡽ࠿
࡟ࡋࡓࠋࡋ࠿ࡋࠊOMPࡀ⣽⬊⁐ゎ࡟࡝ࡢࡼ࠺࡟㛵୚ࡋ࡚࠸ࡿ࠿ࡣ୙࡛᫂࠶ࡿࠋ  
 ࡑࡇ࡛ࠊ⚾ࡣศ⿣㓝ẕ㠀ᚲ㡲㑇ఏᏊ◚ቯᰴࣛ࢖ࣈ࣮ࣛࣜࢆ⏝࠸ࡓࢫࢡ࣮ࣜࢽ
ࣥࢢࢆ⾜࡞࠺ࡇ࡜࡟ࡋࡓࠋࣛ࢖ࣈ࣮ࣛࣜࡢ 3400 ᰴࢆ YPD ᇵᆅ࡟ࢫ࣏ࢵࢺࡋ⣽
⬊⁐ゎᢚᅽᰴࢆ༢㞳ࡋࡓࠋ⤖ᯝ࡜ࡋ࡚ࠊura4 㑇ఏᏊ◚ቯᰴ࡟࠾ࡅࡿ⣽⬊⁐ゎࡣ
pub1㑇ఏᏊࡢ◚ቯ࡟ࡼࡾ㢧ⴭ࡟ᢚᅽࡉࢀࡿࡇ࡜ࢆぢฟࡋࡓࠋ 
 Pub1ࡣ E3ࣘࣅ࢟ࢳ࣮ࣥࣜ࢞ࢮ࡛࠶ࡾࠊ⭷ࢱࣥࣃࢡ㉁ࡢᒁᅾไᚚ࡟㛵୚ࡋ࡚࠸
ࡿࡇ࡜ࡀศ࠿ࡗ࡚࠸ࡿࠋࡑࡇ࡛ࠊpub1 㑇ఏᏊ◚ቯᰴࡢ⾲⌧ᆺࢆㄪ࡭ࡿ࡜ࠊ࢘ࣛ
ࢩࣝࡢ࢔ࢼࣟࢢ࡛࠶ࡿ 5−FU࡟ᑐࡋ࡚ᙉ࠸ឤཷᛶࢆ♧ࡍࡇ࡜ࢆぢฟࡋࠊࡇࡢឤཷ
ᛶࡣ࢘ࣛࢩࣝࢺࣛࣥࢫ࣏࣮ࢱ࣮࡛࠶ࡿ fur4 㑇ఏᏊࡢ◚ቯ࡟ࡼࡾᢚᅽࡉࢀࡓࠋࡑ
ࡇ࡛ࠊpub1㑇ఏᏊ◚ቯᰴ࡟࠾ࡅࡿ Fur4ࡢᒁᅾࢆㄪ࡭ࡿ࡜ࠊFur4ࡢ⭷ᒁᅾࡀቑຍ
ࡋ࡚࠸ࡿࡇ࡜ࢆ᫂ࡽ࠿࡟ࡋࡓࠋḟ࡟ Fur4ࡢ⭷ᒁᅾࡢቑຍ࡟ࡼࡿᙳ㡪ࢆㄪ࡭ࡓࠋ
ࡑࡢ⤖ᯝࠊpub1㑇ఏᏊ◚ቯᰴ࡛ࡣ Fur4౫Ꮡⓗ࡞࢘ࣛࢩࣝࡢྲྀࡾ㎸ࡳࡀஹ㐍ࡋ࡚
࠸ࡿࡇ࡜ࢆ᫂ࡽ࠿࡟ࡋࡓࠋࡑࡇ࡛ࠊ㐣๫࡞࢘ࣛࢩࣝࡀ ura4㑇ఏᏊ◚ቯᰴࡢ⣽⬊
⁐ゎࢆᢚᅽࡍࡿ࠿ࢆㄪ࡭ࡿࡓࡵ࡟ YPDᇵᆅ࡟࢘ࣛࢩࣝࢆῧຍࡋࡓࠋࡍࡿ࡜ࠊ㐣
๫࡞࢘ࣛࢩࣝࡢῧຍ࡟ࡼࡾ ura4㑇ఏᏊ◚ቯᰴࡢ⣽⬊⁐ゎࡀᢚᅽࡉࢀࡓࠋ 
 ࡲࡓࠊFur4 ࡢᒁᅾไᚚᶵᵓ࡟㛵ࡋ࡚ゎᯒࢆ㐍ࡵࠊFur4 ࡣࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ࡋ࡚࠸
ࡿࡇ࡜ࢆ᫂ࡽ࠿࡟ࡋࡓࠋࡇࡢࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ࡣ pub1㑇ఏᏊࡢ◚ቯ࡛ࡣᾘኻࡋ࡞࠿
ࡗࡓࠋ୍᪉ࠊFur4 ࡣ❅⣲※ᯤῬ᮲௳ୗ࡟࠾࠸࡚⭷ᒁᅾࡀቑຍࡋࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ࡶ
ᾘኻࡍࡿࠋࡇࡢࡇ࡜࠿ࡽ Fur4ࡢ⭷ᒁᅾࡢไᚚ࡟ࡣࣘࣅ࢟ࢳࣥ໬ࡀ㛵୚ࡍࡿྍ⬟
ᛶࡀ♧၀ࡉࢀࡓࠋ 
  ᭱⤊ⓗ࡟pub1㑇ఏᏊ◚ቯᰴ࡟࠾࠸࡚Fur4ࢆ௓ࡋࡓ⣽⬊⁐ゎᢚᅽᅉᏊ࡛࠶ࡿ
࢘ࣛࢩࣝࡢྲྀࡾ㎸ࡳࡀஹ㐍ࡍࡿࡇ࡜࡛ ura4㑇ఏᏊ◚ቯᰴࡢ⣽⬊⁐ゎࡀᢚᅽࡉࢀ
ࡿ࡜⪃࠼࡚࠸ࡿࠋ 
 ḟ࡟⚾ࡣᇵᆅᡂศ࡜⣽⬊⁐ゎ࡜ࡢ㛵ಀᛶࢆㄪ࡭ࡿࡇ࡜࡟ࡋࡓࠋura4 㑇ఏᏊ◚
ቯᰴࡢ⣽⬊⁐ゎࡣ YPDᇵᆅ࡟࠾࠸࡚ㄏᑟࡉࢀࡿࡀ࡝ࡢᡂศࡀ⣽⬊⁐ゎ࡟㛵୚ࡋ
࡚࠸ࡿ࠿ࡣ୙࡛᫂࠶ࡿࠋࡑࡇ࡛ࠊᇵᆅ୰ࡢᵝࠎ࡞ᰤ㣴ᡂศࢆྵࢇ࡛࠸ࡿ㓝ẕ࢚
࢟ࢫ࡟╔┠ࡋࡓࠋ㐣ཤࡢ⤖ᯝ࠿ࡽ⣽⬊⁐ゎࡣ࣏ࣜ࣌ࣉࢺࣥࢆྵࡲ࡞࠸ YEᇵᆅ࡟
࠾࠸࡚ほᐹࡉࢀ࡚࠸ࡓࠋ୍᪉࡛ࠊYEᇵᆅ࡟࠾࠸࡚⣽⬊⁐ゎࡀほᐹࡉࢀࡿࡇ࡜ࡶ
࠶ࡿࠋࡇࡢཎᅉࡣ౑⏝ࡋࡓ㓝ẕ࢚࢟ࢫࡢ〇㐀࣓࣮࣮࢝ࡀ␗࡞ࡿ࠿ࡽ࡜⪃࠼ࡓࠋ
ࡑࡇ࡛ࠊ⚾ࡣ 5ࡘࡢ࣓࣮࢝ 㸦࣮ᴟᮾ〇⸆ࠊOXOIDࠊBDࠊ࢚࢜ࣜࣥࢱࣝ㓝ẕࠊDifco㸧
ࡢ␗࡞ࡿ㓝ẕ࢚࢟ࢫࢆ౑࠸⣽⬊⁐ゎࡀ㉳ࡇࡿ࠿ࢆㄪ࡭ࡿࡇ࡜࡟ࡋࡓࠋࡑࡢ⤖ᯝࠊ
ᴟᮾ〇⸆ࡢ㓝ẕ࢚࢟ࢫࢆ౑⏝ࡋࡓሙྜࡢࡳ YE ᇵᆅ࡛ࡢ⣽⬊⁐ゎࡀほᐹࡉࢀ࡞
࠿ࡗࡓࠋࡲࡓࠊ5ࡘࡢ࣓࣮࣮࢝ࡢ㓝ẕ࢚࢟ࢫࡢ⃰ᗘࢆୖࡆࡓሙྜ࠸ࡎࢀࡢ᮲௳࡟
࠾࠸࡚ࡶ⣽⬊⁐ゎࡀほᐹࡉࢀࡓࠋࡇࡢࡇ࡜࠿ࡽࠊ㓝ẕ࢚࢟ࢫ࡟ࡣ⣽⬊⁐ゎㄏᑟ
ᅉᏊࡀྵࡲࢀ࡚࠸ࡿ࡜⪃࠼ࡓࠋ 
 ḟ࡟ࠊ⚾ࡣGC-MSࢆ⏝࠸ࡓᇵᆅᡂศࡢゎᯒࢆ⾜ࡗࡓࠋ㓝ẕ࢚࢟ࢫ࡜࣏ࣜ࣌ࣉ
ࢺࣥࡢᡂศࢆGC-MSࢆ⏝࠸࡚ྠᐃࡋࡓ⤖ᯝ172ࡢࣆ࣮ࢡࢆ᳨ฟࡋࡓࠋࡑࡢ୰࡛10
ಶࡢ໬ྜ≀ࡣOXOID࡜BD᳨࡛ฟࡉࢀࠊᴟᮾ〇⸆ࡢ㓝ẕ࢚࢟ࢫ࡛ࡣ᳨ฟࡉࢀ࡞࠿
ࡗࡓࠋ10✀㢮ࡢ୰࡟ྵࡲࢀ࡚࠸ࡓᒀ⣲ࢆᴟᮾ〇⸆ࡢYEᇵᆅ࡟ῧຍࡍࡿࡇ࡜࡛
ura4㑇ఏᏊ◚ቯᰴࡢ⣽⬊⁐ゎࡀㄏᑟࡉࢀࡿࡇ࡜ࢆぢฟࡋࡓࠋᒀ⣲ῧຍ࡟ࡼࡿ⣽⬊
⁐ゎࡣura5ࡸpub1㑇ఏᏊࡢ◚ቯࡸ࢘ࣛࢩࣝࡢῧຍ࡟ࡼࡾᢚᅽࡋࡓࠋࡇࡢ⤖ᯝ࠿ࡽ
ࡶYPDᇵᆅ࡟ࡼࡿ⣽⬊⁐ゎ࡜ᒀ⣲ῧຍ࡟ࡼࡿ⣽⬊⁐ゎࡢ࣓࢝ࢽࢬ࣒ࡣྠ୍࡛࠶
ࡿ࡜⪃࠼ࡽࢀࡓࠋ 
  ࡉࡽ࡟ࠊᒀ⣲ࡢᙳ㡪ࡣࡑࡢศゎ≀࡟౫Ꮡࡍࡿ࠿ࢆ▱ࡿࡓࡵ࡟࢘ࣞ࢔࣮ࢮࢆ
ࢥ࣮ࢻࡍࡿure2㑇ఏᏊࡢ◚ቯᰴࢆస〇ࡋࡑࡢᙳ㡪ࢆㄪ࡭ࡓࠋura4ure2஧㔜㑇ఏᏊ
◚ቯᰴ࡟࠾࠸࡚ᒀ⣲ࡢῧຍ࡟ࡼࡿ⣽⬊⁐ゎࡣᢚᅽࡉࢀࡓࠋࡋ࠿ࡋࠊure2㑇ఏᏊࡢ
◚ቯ࡛ࡣYPDᇵᆅ࡟࠾ࡅࡿ⣽⬊⁐ゎࡢᢚᅽࡣほᐹࡉࢀ࡞࠿ࡗࡓࠋࡇࢀࡽࡢ⤖ᯝ
࠿ࡽࠊ⚾ࡣᒀ⣲⮬㌟ࡀ⣽⬊⁐ゎࢆㄏᑟࡍࡿࢃࡅ࡛ࡣ࡞ࡃ⣽⬊ෆ࡟࠾ࡅࡿ❅⣲※
⃰ᗘࡢୖ᪼ࡀ⣽⬊⁐ゎࢆㄏᑟࡍࡿࡢ࡛ࡣ࡞࠸࠿࡜⪃࠼࡚࠸ࡿࠋ 
  ࡇࡢࡼ࠺࡟ᮏㄽᩥ࡛ࡣpub1㑇ఏᏊ◚ቯᰴ࡟࠾ࡅࡿ⣽⬊⁐ゎࡢᢚᅽࡣFur4ࢆ
௓ࡋࡓ࢘ࣛࢩࣝࡢྲྀࡾ㎸ࡳ㔞ࡢቑຍ࡟ࡼࡿ࡜⤖ㄽ࡙ࡅࡓࠋࡲࡓࠊura4㑇ఏᏊ◚ቯ
ᰴ࡟ࡼࡿ⣽⬊⁐ゎࡣᒀ⣲࡟ࡼࡾㄏᑟࡉࢀࡿࡇ࡜ࢆ᫂ࡽ࠿࡟ࡋࡓࠋࡋ࠿ࡋࠊᐇ㝿
ࡣᒀ⣲ࡑࡢࡶࡢࡀ⣽⬊⁐ゎࡢཎᅉ࡛ࡣ࡞ࡃᒀ⣲ῧຍ࡟ࡼࡿ⣽⬊ෆࡢ❅⣲※⃰ᗘ
ࡢୖ᪼ࡀཎᅉ࡛࠶ࡿ࡜⪃࠼࡚࠸ࡿࠋ 
  ᮏㄽᩥ࡛ࡣura4㑇ఏᏊ◚ቯᰴࡢ⣽⬊⁐ゎ⌧㇟ࡢゎᯒࢆ㏻ࡌ࡚ࠊศ⿣㓝ẕࡢ࢘
ࣛࢩࣝྲྀࡾ㎸ࡳ࣓࢝ࢽࢬ࣒࡜」㞧࡞ᇵᆅᡂศࡀศ⿣㓝ẕ࡟୚࠼ࡿᙳ㡪࡟㛵ࡋ࡚
᪂ࡓ࡞▱ぢࢆᥦ౪ࡋࡓࠋ 
